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SummaηThe present study was done to investigate the role of cell-mediated immu-
nity in minimal change nephrotic syndrome (MCNS) by measuring interleukin 2 (IL-2) 
production and the responseto IL-2 of peripheral blood lymphocytes (PBL). Moreover， the 
lymphocyte subpopulations capable of producing IL-2， and expressing IL-2 receptors (IL-
2R)， were assessed by flow cytometry. Subjects employed in the study were 41 patients 
with MCNS， 24 with membranous nephropathy (MN)， 22 with IgA glomerulonephritis 
(IgA-GN)， and 50 healthy volunteers as controls 
Patients with MN and IgA-GN showed normallevels of IL-2 production by PBL. PBL 
of patients with MCNS， who were in the nephrotic stage prior to initiation of prednisolone 
CPSL) treatment or who were in remission less than one year， exhibited significantly lower 
levels of IL-2 production. In contrast， PBL of patients with MCNS， who were in remission 
more than 1 year or who could remit of PSL regimen， had normal IL-2 production. The IL 
2 production by CD4+ cells from patients with MCNS at nephrotic stage was normal， but 
that production by CD8+ cells was markedly reduced， returning to normal when the disease 
was in remission. In patients with MCNS， the IL-2 production correlated positively with 
both the proportion of CD4+ cells and the ratio of CD4+ /CD8¥and inversely with the 
proportion of CD8+ cel1s. The response to exogenous IL-2 of concanavalin A-induced 
lymphoblasts from patients with MCNS was significantly lower， although the proportion of 
IL-2R+ cells showed no difference from that of healthy volunteers. 
These findings suggest that defective IL-2 production and IL-2 response of PBL in 
patients with MCNS contribute to the pathogenesis of MCNS. 
Index Terms 
interleukin 2， interleukin 2 receptors， lymphocyte subpopulations， minimal change nephrotic 
syndrome， nephrotic syndrome 
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(membranous nephropathy; MN) 24例およびIgA腎
炎(IgAglomerulonephritis; IgA同GN)22例を選んだ.
健常対照群 50例の性別は男性 27例，女性 23例で，年齢
は18から 59歳(平均 29歳〉である. MNおよび IgA回
GNの性別はそれぞれ男性 13例，女性 1例および男性
14例，女性 8例であり，その年齢は 30から 64歳〔平均















置した.この操作を 2回くり返して単球を除去し， PBL 
を得た.この PBLを 10μg/ml phytohemagglutinin 
(PHA， Wel1come社製〉加 RPMI1640に浮遊させ， 2X 







CD4+および CD8+細胞に細分画化して IL-2産生能を (2) リンパ球サブセット
測定した.すなわち， PBL にあらかじめノイラミニダー Leuシリーズ単クローン抗体 (BectonDickinson社
ゼ(BehringInstitut社製〉処理した羊赤血球を加えてロ 製〉を用いたフローサイトメトリー法によるリンパ球サ
ゼットを形成させ， Ficoll司 ypaque比重遠心法によりロ ブセットと，同時に測定した IL-2産生能との関係を検
ゼット形成細胞と非形成細胞に分離した.この精製操作 討した.へパリン加末梢血 100μlにPBS100μ1を加えて
を2固くり返し，ロゼット形成細胞を得た.このロゼッ 2倍に希釈した.単クローン抗体 10μlを加えて静かに混
ト形成細胞浮遊液に 0.17MTris緩衝液 (pH7.2)を混和 和し， 4'C， 30分間反応させた.対照には単クローン抗体
して羊赤血球を溶血させ， PBSで洗浄して T細胞を分 の替わりに PBS10μlを加えた.反応後， 2mlの赤血球除
離した.1X10'/mlのT細胞浮遊液 400μlに単クローン 去剤 (0.8%NH.Cl， 0.5mM EDT A， 0.1% KHC03)を
抗体である抗 OKT8あるいは抗 OKT4抗体 COrtho 混和して赤血球を溶血させ， 4'C，300XGの条件下で 5分
Diagnostic社製〉を 200μl加えて 4'Cで 1時間反応させ 間遠心して細胞を分離した.この細胞を PBSに再浮遊
た.さらに最終濃度が 25%になるように家兎補体(Behr- させてスベグトラムIII(Ortho社製〉により解析した.な
ing Institut社製〉を加えて 37'C，2時間培養し， CD8+ お，今回使用した単クローン抗体の特性は Table1に示
あるいは CD4+細胞を除去した.CD8+細胞を除去した T すとおりである.
細胞分画を CD4+細胞， CD4+細胞を除去した T細胞分 (3) IL-2反応能
画を CD8+細胞とし，それぞれの細分画における IL-2産 IL-2反応能は ConA活性化リンパ球の外因性 IL-2
生能を検討した. に対する反応性を 3H田thymidineの細胞内への取り込み
2) IL-2活性の測定 から測定した.Ficoll-Hypaque比重遠心法を用いて得た
IL-2活性の測定は標的細胞として IL-2依存性培養成 PBLを7μg/ml Con A (E.Y. Labolatory社製〉加
人 T細胞白血病細胞株 ILKT-1171を用いた.PHA刺激 RPMI1640に浮遊させ， 5X105/ml 濃度となるように調
リンパ球培養上清 100μlを 96穴マイクロプレート (Cor- 整し， 5%C02， 37'Cの条件下で 48時間培養した.培養
ning社製〉上で RPMI1640を用いて 2倍段階希釈し， 後の PBLを 10mg/mla-methylmannoside (a-MM， 
1/2から 1/26の希釈列を作成した. ILKT-1を 2X10. Sigma社製〕加 PBSで3回洗浄後， 10mg/ml a一MM加
個/ウェル添加し， 37'Cの条件下で 66時間培養した.さ RPMI 1640に5X 105/ml 濃度となるように調整して浮
らに 0.5μCi/ウエノレの 3H-thymidine(Amersham社 遊させた.この細胞浮遊液 100μlをマイクロプレート上
製〉を添加して 6時間培養後，セノレノ、ーベスター (Labo で 100U/mlr巴combinantIL-2 (rIL-2，シオノギ製薬社
Mash社製〉を用いてガラスフィノレター (LaboMash社 製)100μl存在下および非存在下で， 37'C， 48時間培養し
製〉上に細胞を回収した.乾燥させたフィノレターの放射 た.さらに 3H -thymidine (Amersham社製)0.25μCi!ウ
活性を液体シンチレーションカウンター (LS 7500， エノレを添加して 8時間培養後，セノレハーベスター (Labo
Beckmann社製〉で測定した Mash社製〉を用いて細胞を回収し，前述と同様の方法に
3) IL-2活性 より細胞内に取り込まれた 3H田thymidineの放射活性を
IL-2活性は， Gillis， et al.'81のprobitanalysis法を用 測定した.
い，標準 IL-2(GUPI-2， Genzyme社製〉の活性を 1単 IL-2反応能は次式で、求めた.
Table 1. Specificity of monoc1onal antibodies used in this study 
Cluster Monoc1onal 
designation191 antibody 
Major specificity Additional specificity 
CD3 Leu4 Mature T c巴lIs
CD4 Leu3a Helper /inducer T cels Monocytes 
CD8 Leu2a Cytotoxic/suppressor T cels NK cels 
Leu7 NK cels Suppressor T cels 
LeulO B cels (HLA-DC/DS) Monocytes 
CDl6 Leull NK cels (IgG Fc receptor) Granulocytes 








MCNS， MNおよび 19A-GNにおける 1L-2産生能
は，それぞれ 0.94:t0.52，。目86:tO.61および 0.88士0.47単
位であり，いずれも健常対照群の1.02土0.48単位と差を



















Table 2. 1L-2 production in patients with primary glomerular diseases 
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Fig. 1. 1L-2 production in pati巴ntswith MCNS. Patients were divided 
into untreated ()， treat巴dwith prednisolon巴 (e)，and remit-
ted off prednisolone (口).Three patients in r巴missionmore 
than 1 year， had a relapse (.A.). NS: nephrotic stage， CR: 
complete remission， * * P<O.01. 
(640) 森田博文
常対照群に比して有意に低下していた (Fig.l).また， は，健常対照群および MCNSのいずれも測定感度以下
寛解導入後 1年未満の症例における 1L-2産生能は， O. であった.一方， PHA刺激下における T細胞分間の 1L
62:t0.37単位であり，健常対照群に比して有意の低値を ー2産生能は健常対照群1.08:t0.36，未治療のネフローゼ
示した.一方，寛解導入後 l年以上の症例および PSL治 期 MCNS0.40:t0.24および寛解期 MCNS1.02土0.34単
療を離脱し得た症例の 1L-2産生能はそれぞれ1.19:t0. 位であり，健常対照群，未治療のネフローゼ期 MCNSお
73および1.12:t0.45単位であり，いずれも健常対照群と よび寛解期 MCNSにおける T細胞分画はいずれも 1L
差を示さなかった.さらに経過中にネフローゼ症状の再 2産生を示した.しかし，未治療のネフローゼ期 MCNS
燃を認めた 3例の 1L-2産生能を検討した.この 3例は， における T細胞分画の 1L-2産生能は健常対照群に比し
1年以上の寛解後にネフローゼ症状が再燃しており，再 て低下していた.





ゼ期では 5例中 4例が 1L-2産生能の低下を示した.
PSL治療中のネフローゼ期には 3例が未治療期に比し






















そこで MCNSにおける 1L-2産生能低下がどの T細
胞サブセット異常に由来しているかを検討する目的で，
T細胞を CD4+および CD8+細胞に細分画化し，各細分
画の PHA刺激による 1L-2産生能を測定した (Table











Fig. 2. Serial change of 1L-2 production in 
patients with MCNS. NS : nephrotic stage， 
CR: complete remission， * <0.05. 
Tabl巴 3.Production of 1L-2 by T cel subsets from patients with MCNS 
1L-2 production (units) 
Subjects Source of 1L-2 
T CD4+ CD8+ 
Healty volunteers PHA+ 1.08:t0.36 1.17土0.32 0.83士0.36
(n=l1) PHAー UD 
NS untreated PHA+ 0.40土0.24 。目91士0.25 0.17:t 0.11 
(n=3) PHA UD 
CR PSL+ PHA+ 1.02土0.34 0.8士0.35 。目64:t0目32
(nニ 7) PHA UD 






化リンパ球の IL-2反応能を Fig.4に示す.MCNS にお
















































































































Fig. 3. Correlation between IL-2 production and proportion of CD4+ 

























































































Fig. 5. IL-2R expression in patients with MCNS 
and MN. There was no statistical diff巴ren-
tiation between healthy volunteers and 
patient groups. 
Fig. 4. IL-2 response in patients with MCNS and 
MN. 0: patients in nephrotic stage， not 
treated with any prednisolone.・patients







胞の増殖を惹起する B細胞増殖因子 (B cel growth 
factor)活性と，抗体産生細胞への分化を誘導する B細
















































































































































































以下のものがみられる. Dohi， et al.")は， MCNSでは
NK活性が病期とは関係なしに低下していると述べてい
る.サプレッサー機能については， Osakabe & 
Matsumoto')がMCNSの再燃時における ConA誘導
サプレッサー活性の上昇を明らかにしており， Wu & 
Moorthy6)は，未治療の MCNSにおけるサプレッサー






















































































Schnaper， et al.は，健常人の活性化CD8+細胞が B細



















細胞機能異常の関与を究明する目的で， IL-2産生能， IL 
2反応能およびIL-2R発現率を検討し，以下の成績を
得た.
1. 未治療のネフローゼ期 MCNSにおける IL-2産
生能は健常対照群に比して有意に低下していた.寛解導




2. MCNSにおける IL-2産生能は CD4+細胞および
(646) 森田博文
CD4+/CD8+と正相関， CD8+細胞と負相関を示した erythematosus.Scand.]. Immunol. 11: 187， 1980. 
3. 未治療のネフローゼ期 MCNSにおける CD4+細 心山田宏治，土肥和紘，森田博文，平山俊英，高井正
胞の IL-2産生能は明らかな変動を示さなかったが， 秀，藤井謙裕，石川兵衛，岩城孝次:微少変化型ネ
CD8+細胞の IL-2産生能は低下していた.寛解期 フロ}ゼ症候群における末梢、血リンパ球サブセット
MCNSにおける CD4+およびCD8+細胞の IL-2産生能 のtwo.colorflow cytometryによる解析.日腎誌.
はいずれも健常対照群と差を示さなかった 29:675， 1987. 
4. MCNSにおける IL-2反応能は健常対照群に比 5) Osakabe， K. and Mat自umoto，K. : Concanavalin 
して有意に低下していた A-inducedsuppr巴ssorcel activity in lipoid ne-
5. MCNSにおける IL-2レセプター (Tac抗原〉発 phrosis. Scand.]. Immunol. 14: 161， 1981 
現率は健常対照群と差を示さなかった 6)Wu， M.J. and Moorthy， A.V. : Suppressor cel 
以上の成績から， MCNSのT細胞機能異常には IL-2 function in patients with primary glomerular 
産生能およびIL-2反応能の低下が関与しており，副腎 disease. Clin. Immunol. Immunopathol. 22: 442， 
皮質ステロイド治療によるネフローゼ症状の推移と IL- 1982. 
2産生能が密接に関連していることが示唆された.さら 7) Sasdel1i， M.， Cagnoli， L.， Candi， P.， Mandreoli， 
fこIL-2産生能の測定は， MCNSにおける T細胞機能の M.， Beltrandi， E. and Zucchelli， P.: Cell-
指標としてのみならず，寛解期MCNSに対する副腎皮 mediated immunity in idiopathic glomerulone-
質ステロイド投与量を決定する臨床的指標としても有用 phritis. Clin. exp. Immunol. 46・27，1981. 
と考えられる 8)Nakabayashi， K.， Arimura， Y.， Yoshida， M. and 
稿を終わるにあたり，御指導，御校闘を賜りました石 Nagasaya， T. : Anti-T cel antibodies in primary 




謝します.また終始，御協力いただきました第 l内科学 清IgE値の臨床的意義.奈医誌. 35: 1， 1984. 
教室腎研究班の諸兄に感謝の意を表します.さらに細胞 10) Beale， M.G.， Nash， G.S.， Bertovich， M.J. and 
株ILKT-1をど提供下さいました金沢医科大学血液免 MacDermott， R.P.: Immunoglobulin synthesis 
疫内科紺田進教授と清水史郎助教授に謝意を表します byperipheral blood mononuc1ear cells in minimal 
本論文の要旨は第 29回日本腎臓学会総会 0986年 11 change nephrotic syndrom巴. Kidney Int. 23: 380， 
月，東京入第 15回日本臨床免疫学会総会 (1987年 7月 1983.
札幌)，第 10回国際腎臓学会0987年 7月， London)お 11) Dohi， K.， Yamada， H.， Takai， M.， Fujii， Y. and 
よび第 30回日本腎臓学会総会 (1987年 10月，東京〉に Ishikawa， H.: N atural killer activity and 
おいて発表した antibody-dependentcell-mediated cytotoxicity in 
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